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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her- 
steftung von uniformen, unilamellaren sogenann- 
ten kleinen Lipid-Vesikeln, insbesondere ein 
Verfahren zum Uberfuhren von lamellar an- 
geordneten Lipiden in Lipidvesikel, bei dem die 
zu desintegrierenden Lipid-Strukturen (Lamel- 
len) in einer Suspensionsflussigkeit innerhalb ei- 
nes Beschallungsgefa&es bei im wesentlichen 
konstanter Temperatur einer Ultraschallbehand- 
lung unterworfen werden. Die Erfindung umfaRt 
ferner geeignete Vorrichtungen zur Durchftih- 
rung des Verfahrens. 

Lipid-Vesikel werden zum Beispiel fur medizi- 
nisch-therapeutische und wissenschaftliche 
Zwecke benotigt. Arzneimittel, die einen intra- 
zelfularen Wirkort haben, mussen die Zell- 
Membran passieren konnen. Viele Effektoren, 
die den intrazellularen Stoffwechsel kontrollie- 
ren und in der Zelle gebildet werden, konnen die 
Zelle weder vertassen noch in diese von aufien 
eindringen. Der therapeutische Einsatz dieser 
Stoff-Klasse macht daher einen Transportme- 
chanismus erforderlich, der es erlaubt, nicht- 
membran-permeable Stoffe in die Zellen hinein- 
zuschleusen, ohne daS diese Stoffe die Zellen 
wieder verlassen konnen. Ein solcher Transport- 
mechanismus soli daruber hinaus moglichst un- 
abhangig von dem zu transportierenden Wirk- 
stoff sein, also jede Art von Effektor transportie- 
ren konnen, andererseits aber Zell-spezifisch 
sein, d. h. den Transport nur in bestimmte Zellen 
ermoglichen. Ein Transport-System mit den 
obengenannten Eigenschaften stelfen Lipid- 
Vesikel dar, welche die verschiedensten Stoffe 
einschlie&en konnen, wie Enzyme, Arzneimittel, 
Chelat-bildende Substanzen, Hormone, Zell- 
Effektoren, Antigene, Antikorper, Interferon- 
Induktoren und Gene. In den Lipid-Vesikeln sind 
das Losungsmittel und die im Losungsmittel ge- 
losten Stoffe von Phospholipid-Doppelschicht- 
membranen umschlossen. Die Lipid-Membran 
hat eine Dicke von 4 nm, die Vesikel konnen ei- 
nen Durchmesser von 25 bis 120 nm annehmen. 
Die GroSe der Vesikel laRt sich mit Hilfe der La- 
ser-Lichtstreuung, durch Ultrazentrifugation, 
Gelfiltration oder im Raster-Elektronenmikro- 
skop bestimmen. 

Ein wichtiges Anwendungsgebiet der Lipid- 
Vesikel ist die Inkorporierung von Inositolhexa- 
phosphat (IHP) in rote Blutzellen nach dem von 
Y. C. Nicolau und K. Gersonde beschriebenen 
Verfahren (US-Patent 4 192 869), zur Herabset- 
zung der Sauerstoff-Affinitat des Hamoglobins. 
Man weiR namlich, dad z. B. bei der Lagerung 
von Blutkonserven die Sauerstoff-Affinitat des 
Hamoglobins in den roten Blutzellen standig zu- 
nimmt. Ebenso beobachtet man bei bestimmten 
Krankheiten eine erhohte Sauerstoff-Affinitat 
des Hamoglobins. Diese erhohte Sauerstoff- 
Affinitat fuhrt dazu, daft nur ein geringer Anteil 
des Sauerstoffs, der an Hamoglobin gebunden 
ist und im Blut zirkuliert, tatsachlich an das Ge- 
webe abgegeben wird. Diese hohe 0 2 -Affinitat 



des Hamoglobins kann durch Bindung von be- 
stimmten Effektoren an das Hamoglobin herab- 
gesetzt werden. Der starkste Effektor dieser Art 
ist das Inositolhexaphosphat (IHP). Die Inkorpo- 
5 rierung von IHP wird erreicht dadurch, daS intak- 
te Zellen mit IHP-beladenen Lipid-Vesikeln inku- 
biert werden, wobei durch Fusion der Lipid- 
Membranen der Zelle und der Vesikel IHP in die 
Zelle eingeschleust wird und dort seine Wirkung 

10 erzielt, namlich die Veranderung der 02-Affinitat 
des Hamoglobins, mefcbar als »Rechtsverschie- 
bung« der Hamoglobin-02-Dissoziationskurve. 
Nach Ruckkehr dieser IHP-beladenen roten Blut- 
zellen in den Kreislauf wird ein erheblich hoherer 

15 Anteil der in den roten Blutzellen gespeicherten 
02-Menge in der Peripherie abgegeben. Diese 
Eigenschaft der modifizierten roten Blutzellen 
bleibt wahrend des gesamten Lebens der Zelle 
erhalten. 

20 Fur die Inkorporierung von Inositolhexapho- 

sphat in rote Blutzellen werden kleine, unilamel- 
lare IHP-beladene Lipid-Vesikel mit einem 
Durchmesser von 20 bis 50 nm benotigt. Es ist 
bekannt, Lipid-Vesikel durch Desintegration von 

25 Lipid-Suspensionen im Ultraschallfeld herzustel- 
len. Der Fortschritt in der Anwendung von Lipid- 
Vesikeln in der Therapie vollzieht sich bisher nur 
sehr langsam, da die Herstellung von fur die Fu- 
sion mit den roten Blutzellen geeigneten Lipid- 

30 Vesikeln in ausreichender Menge mit erhebli- 
chen Schwierigkeiten verbunden ist. Die fur die- 
sen Zweck geeigneten Lipid-Vesikel mussen 
namlich nicht nur in gro&en Mengen hergestellt 
werden konnen, sondern auch reproduzierbar 

35 von einheitlicher GroSe und somit dosierbar in 
der therapeutischen Anwendung sein. Die nach- 
tragliche Anwendung von Trennverfahren zum 
Abtrennen geeigneter Fraktionen der Lipid- 
Vesikel wirft vielerlei Probleme auf, z. B. Auf- 

40 rechterhaltung der Sterilitat und Anwendung 
aufwendiger und zeitraubender Trenn-Techni- 
ken, die die biologische Effektivitat der Vesikel, 
die nur eine Halb-Lebenszeit von ca. 1 Tag ha- 
ben, stark vermindern. Das einzige Verfahren, 

45 das die Herstellung groRer Mengen von Vesikeln 
in kurzer Zeit erlaubt, ist die Desintegration im 
Ultraschall. Au&er von der Art und Zusammen- 
setzung der Lipid-Membran der Vesikel hangen 
der Erfolg und die Reproduzierbarkeit der wis- 

50 senschaftlichen Untersuchung bzw. der thera- 
peutischen Behandlung, d. h. Einschleusung von 
IHP in rote Blutzellen, wesentlich von der GroRe 
der Lipid-Vesikel ab. Die KontroMe, ob sich bei 
der Desintegration der Lipid-Suspension die Li- 

55 pid-Vesikel in ausreichender Homogenitat und 
somit Qualitat und in ausreichender Menge ge- 
bildet haben, erfolgt in der Weise, daft man mit 
den hergestellten Lipid-Vesikeln die gewunsch- 
ten IHP-Einschleusungsversuche in rote Blutzel- 

60 len durchfiihrt, das intrazellulare IHP chemisch 
nachweist und die Hamoglobin-02-Dissoziati- 
onskurve intakter Zellen miSt bzw. die ge- 
wunschte biologische oder therapeutische Wir- 
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kung der IHP-beladenen roten Blutzellen im Tier- 
versuch nachweist. Die Ergebnisse der Versuche 
bzw. der Erfolg der Behandlung konnen also erst 
nach aufwendigen Experimenten beurteilt wer- 
den, und der Erfolg der Ultraschallbehandlung, 
namlich die Herstellung von fur die Fusion mit 
den roten Blutzellen befahigten Vesikeln, erst im 
Nachhinein erkannt werden. 

Es hat sich gezeigt, daft die Herstellung von 
Lipid-Vesikeln — insbesondere in groRen Volu- 
mina, wie sie fur therapeutische Verfahren erfor- 
derlich sind — mit gleichbleibenden Eigenschaf- 
ten mit Hilfe der bekannten Ultraschall-Technik 
schwierig ist. Trotz Einhaltung anscheinend vol- 
lig gleicher auRerer Bedingungen bei der Desin- 
tegratron der Lipid-Suspensionen im Ultraschall- 
feld gelingt es bisher nicht, stets die gleiche 
Ausbeute an sogenannten kleinen unilamellaren 
und somit fusionswirksamen Lipid-Vesikeln zu 
erhalten. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, das 
eingangs genannte Verfahren zur Herstellung 
von Lipid-Vesikeln, die erfolgreich Effektoren in 
Zellen einschleusen, dahingehend weiterzuent- 
wickeln, daR der Wirkungsgrad des Verfahrens 
erhoht wird, und daft in reproduzierbarer Weise 
eine hohe Ausbeute an fur den jeweils ge- 
wunschten Zweck hochwirksamen Lipid-Vesi- 
keln erzielt wird. 

Die Erfindung besteht darin, daR die fur den 
gewunschten Zweck wirksamste VesikelgroRe 
bzw. VesikelgroRenverteilung, sowie die fur die 
Erzielung dieser VesikelgroRe bzw. Vesikelgro- 
Renverteilung optimale Ultraschall-Frequenz 
und -Intensitat ermittelt wird, und daR die so 
ermittelte optimale Ultraschall-Frequenz und -In- 
tensitat der bei im ubrigen gleichen Behand- 
lungsbedingungen dadurch konstantgehalten 
wird, daR wahrend der Ultraschallbehandlung 
der Istwert der Frequenz und der Intensitat des 
Ultraschallfeldes in dem Reaktionsmedium fort- 
laufend gemessen, und in Abhangigkeit von die- 
sem Istwert die Ausgangsleistung und die Fre- 
quenz des den Schwingungsgeber speisenden 
elektrischen Generators geregelt wird. 

Der Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde, 
daR bei Verwendung der Vesikel zu therapeuti- 
schen Zwecken GrdRe bzw. GroRenverteilung 
der Vesikel fur die Wirksamkeit derselben von 
ausschlaggebender Bedeutung ist, und daR an- 
dererseits die GrdRe und Homogenitat der im 
Ultraschallfeld erzeugten Vesikel in empfindli- 
cher Weise von der Konstanz und Intensitat des 
auf die Lipide einwirkenden Ultraschallfeldes 
abhangen. Wahrend es bisher ublich ist, die in 
den Schallgeber eingekoppelte Schallenergie zu 
messen und konstant zu halten, schlagt die Erfin- 
dung vor, die in dem Reaktionsmedium wirksa- 
me Schallenergie zu messen und gezielt zu ver- 
andern, und zwar in der Weise, daR die effektive 
Schallenergie im Reaktionsmedium selbst auf ih- 
rem optimalen Wert konstantgehalten wird. 
Durch das Messen der effektiven Schallenergie 
im Reaktionsmedium selbst, und durch die Ver- 
wendung dieses Istwertes zum Regeln der ein- 



gekoppelten Schallenergie, werden alle Einflus- 
se kompensiert, die die effektive Schallintensitat 
und die Schallfrequenz am Vesikel-Bildungsort 
beeinflussen, wie z. B. unterschiedliche und sich 

5 verhindernde Absorption der Schallenergie mit 
fortschreitender Reaktion, sich andernde geo- 
metrische Verhaltnisse innerhalb des Reaktions- 
mediums bei Auftreten von Gasblaschen wah- 
rend der Ultraschallbehandlung, sowie Reflexion 

10 eines Frequenzbandes von Schallwellen, das 
sich mit den vom Schallgeber abgestrahlten 
Schallwellen uberlagert, und gegebenenfalls bei 
phasenverschobener Oberlagerung bis zur Aus- 
loschung der Schallenergie f uhrt. 

15 Wenn man also gemaR dem erfindungsgema- 
Ren Verfahren zunachst mit Hilfe der bekannten 
Untersuchungsmethoden den fur den jeweiligen 
Zweck optimalen Vesikeldurchmesser bzw. die 
optimale Verteilungskurve der wirksamsten Ve- 

20 sikeldurchmesser feststellt, sodann in einer wei- 
teren Versuchsreihe die optimalen Ultraschall- 
bedingungen wie Frequenz und Schalldruck er- 
mittelt, die zu der gewunschten Verteilungskur- 
ve fiihren, und dann die so ermittelte optimale 

25 Ultraschallintensitat und Ultraschallfrequenz in- 
nerhalb des Reaktionsmediums wahrend der 
Reaktionsdauer konstant halt, erhalt man eine 
sehr hohe Ausbeute an fur den jeweiligen Zweck 
au&erordentlich wirkungsvollen Lipid-Vesikeln. 

30 Das erfindungsgemaSe Verfahren laBt sich 

nicht nur fur die Herstellung von Lipid-Vesikeln, 
sondern mit demselben Erfolg auch zum Behan- 
deln von naturlichen biologischen Membranen 
und deren Umwandlung in Vesikel anwenden, 

35 beispielsweise bei der Erforschung von Funktion 
und Struktur von Membran-Enzymen. Auch hier- 
fur ist es namlich erforderlich, die Membran- 
Enzyme reproduzierbar in Vesikel bestimmter 
GroRe zu uberfuhren, was nach den bekannten 

40 Verfahren nicht mit ausreichender Sicherheit 
mdglich ist. 

Weitere Einzelheiten und Vorteile des erfin- 
dungsgemaRen Verfahrens werden nachfolgend 
anhand der Zeichnungen und anhand von Aus- 

45 fuhrungsbeispielen naher beschrieben. In den 
Zeichnungen zeigt 

Fig. 1 eine fur die Herstellung von kleineren 
Mengen von Lipid-Vesikel-Suspensionen geeig- 
nete Vorrichtung mit den Merkmalen der Erfin- 

50 dung, teilweise in schematischer Darstellung, 
und 

Fig. 2 eine fur die Herstellung von Lipid-Vesi- 
kel-Suspensionen in Steril-Packungen fur den 
klinischen Gebrauch in Liter-Quantitaten geeig- 

55 nete Vorrichtung, ebenfalls in teilweise schema- 
tischer Darstellung. 

Das Reaktionsmedium 1 in Form einer Sus- 
pension eines Lipides in einem geeigneten Dis- 
persionsmittel befindet sich in dem inneren zy- 

60 linderfdrmigen Rohr 2 des doppelwandigen gla- 
sernen ReaktionsgefaRes 3. Der Boden des 
ReaktionsgefaRes 3 weist eine zu dem Reakti- 
onsraum 3 durchgehende Offnung auf, in die ein 
Schallaufnehmer 5 eingesetzt ist. Der Schallauf- 

65 nehmer 5 ist mit Hilfe einer Epoxidharzschicht 6 



0 052 322 



mit der die Offnung umgebenden Wand 7 ver- 
klebt und abgedichtet. Von oben taucht in das 
Reaktionsmedium 1 ein Ultraschall-Schwin- 
gungsgeber 8 ein. Der aus dem ReaktionsgefaS 3 
oben herausragende Teil 9 des Schwingungsge- 5 
bers 8 ist mit einer Kupplung 9 fur den Stroman- 
schluR versehen. 

Durch die doppelte Wand des Reaktionsgefa- 
Ses wird ein Hohlraum 10 gebildet, der von Kiihl- 
wasser durchstromt ist. Die Rohrstutzen 11 und w 
12 dienen zur Zuleitung bzw. zur Abfuhrung des 
Kiihlwassers. Der Rohrstutzen 13 fiihrt in den 
Reaktionsraum oberhalb des Reaktionsmediums 
1 und dient zur Zufuhrung eines Inertgases wre 
Argon. Nach oben ist der Reaktionsraum abge- 15 
schlossen durch einen Deckel 14. Durch die zwi- 
schen dem Deckel 14 und dem Ultraschallgeber 
bzw. der Gefa&wand yerbleibenden Spalte kann 
das unter geringem Uberdruck stehende Inert- 
gas entweichen. 2 o 

Der Schallaufnehmer 5 weist als eigentlichen 
Schalldruck- bzw. Schallintensitatsempfanger 
an seinem oberen, mit dem Reaktionsmedium 1 
in Kontakt stehenden Ende eine Piezo-Scheibe 
18 auf, die in dem dargestellten Fall radial in 25 
einem Halterohr eingebaut. und in diesem Halte- 
rohr beispielsweise mit Epoxidharz eingeklebt 
und abgedichtet ist. Das von der Piezo-Scheibe 
18 gelieferte elektrische Signal ist ein MaB fur 
die effektive Schallfrequenz und die effektive 30 
Schallintensitat in dem Reaktionsmedium. Die- 
ses elektrische Signal stellt den Istwert des Re- 
gelkreises dar und wird uber die Leitung 20 dem 
Regelverstarker 21 zugefuhrt. Auf dem Oszillo- 
graphen 22 konnen gegebenenfalls die effektive 35 
Frequenz und die Schallintensitat visuell ver- 
folgt, und erforderlichenfalls von Hand Nachre- 
gulierungen der Frequenz und der Ausgangslei- 
stung des Hochfrequenzgenerators 23 vorge- 
nommen werden. 4 q 

Dem Regelverstarker 21 wird uber eine Soll- 
wert-Einstell-Vorrichtung 24 der Sollwert fur die 
Ultraschall-lntensitat, und iiber eine Sollwert- 
Einstell-Vorrichtung 25 der Sollwert fur die Ultra- 
schall-Frequenz vorgegeben. Bei Abweichungen 45 
der Istwerte der Frequenz und der Intensitat des 
Ultraschallfeldes im Reaktionsmedium von den 
vorgegebenen Sollwerten wird uber die Leitung 
26 der Ultraschallgenerator 23 angesteuert, des- 
sen Frequenz und/oder Ausgangsleistung so Ian- 50 
ge verandert werden, bis die innerhalb des Reak- 
tionsmediums 1 gemessenen effektiven Werte 
mit den vorgegebenen Sollwerten ubereinstim- 
men. Von dem Hochfrequenzgenerator 23 wird 
der Ultraschallgeber 8 iiber die Leitung 28 mit 55 
der erforderlichen elektrischen Spannung ver- 
sorgt. 

Die in Fig. 2 dargestellte Vorrichtung eignet 
sich fur die Herstellung von Lipid-Vesikeln in 
grofceren Quantitaten. Das ReaktionsgefaR ist 60 
erne oben offene zylindrische rechteckige Wan- 
ne 30 aus korrosionsbestandigem Cr-Ni-Stahl. 
Die Kuhlung der Flussigkeit 31 in dem Reaktions- 
gefafc erfolgt durch eine Kuhlschlangenanord- 
nung 32, die in die in der Wanne 30 befindliche 65 



Flussigkeit 31 eingesetzt wird. Unter dem Boder 
der Wanne 30 sind auf der AuSenseite acht elek 
tro-akustische Wandler 33 angeordnet, derer 
Schwmgungsgeber 34 an den Boden der Wanne 
30 angekoppelt sind. Die Schallenergie wird sc 
auf die Flussigkeit 31 in der Wanne 30 ubertra- 
gen. In die Flussigkeit 31 taucht von oben der 
Schallaufnehmer 35 ein. Das Reaktionsmedium 
selbst befindet sich in einem verschlossenen 
Sterif-Beutel 36, der durch die Kuhlschlangen- 
anordnung 32 innerhalb der Flussigkeit 31 wenig 
oberhalb des Bodens der Wanne gehalten wird. 
Der Schallaufnehmer 35 wird so weit abgesenkt, 
dad der Schallaufnahmekopf, d. h. die Piezo- 
Scheibe 37, gegen den Steril-Beutel 36 gedruckt 
wird, und so das Ultraschallfeld in dem Reakti- 
onsmedium erfaSt. 

Das von der Piezo-Scheibe 37 gelieferte Si- 
gnal steuert uber die Leitung 38 den Regelver- 
starker 39 an und liefert diesem die Istwerte fur 
den Regelvorgang. Die Sollwerte fur die Fre- 
quenz und die Intensitat des Ultraschalls werden 
vorgegeben durch die Sollwert-Vorgabeeinrich- 
tung 40 bzw. 41. Bei Abweichung der Istwerte 
von den vorgegebenen Sollwerten wird uber die 
Leitung 42 der regelbare elektrische Generator 
43 angesteuert, dessen an die elektromagneti- 
schen Wandler 33 iiber die Leitung 44 abgegebe- 
ne Ausgangsleistung und/oder Frequenz so Ian- 
ge verandert werden, bis Sollwerte und Istwerte 
ubereinstimmen. Die von der Piezo-Scheibe 37 
gemessene Frequenz und Amplitude des Ultra- 
schallfeldes konnen auf dem Oszillographen 45 
visuell beobachtet werden, so daB auch ggf. ein 
manueller Eingriff in die Regelung moglich ist. 

Mit Hilfe der beschriebenen Vorrichtungen 
werden beispielsweise folgende Reaktionen 
durchgefuhrt: 



Beispiel 1 

Es sollen IHP-beladene Lipid-Vesikel fur thera- 
peutische Zwecke hergestellt werden, und zwar 
zur Einschleusung von IHP in rote Blutzellen mit- 
tels Fusion zur Verbesserung der 0 2 -Freiset- 
zungseigenschaften der roten Blutzellen. Die ge- 
nerelle Methode zur Preparation von Lipid-Vesi- 
keln ist in der US-Patentschrift 4 192 869 be- 
schrieben, auf die insoweit Bezug genommen 
wird. D.e Lipid-Vesikel sind aus Phosphatidyl- 
chohn, Phosphatidylserin und Cholesterol in mo- 
laren Verhaltnissen von 8 : 2 : 7 aufgebaut. Diese 
Lipide werden zunachst in einem organischen 
Losungsmittel aus 95 Teilen Chloroform und 
5 Teilen Methanol gelost, urn eine homogene L6- 
sung und Mischung dieser Lipide zu erreichen. 
Dann wird das Losungsmittel bei 20 Grad Celsius 
im Rotationsverdampfer entfernt. Der dann im 
Rundkolben verbleibende Lipid-Film wird mit ei- 
ner waSrigen Losung, welche die biologisch ak- 
tive Substanz (hier IHP) enthalt, aufgenommen 
und geschiittelt, so daS sich nunmehr ebene Li- 
pid-Lamellen in dieser Suspension bilden. Diese 
Suspension enthalt Lipide in einer Konzentration 
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von ca. 17 — 200 iig/l. Die Suspension ist ferner 
gesattigt an IHP und zwischen pH 7.0 — 8.0 gepuf- 
fert. 

In einer vorausgehenden Versuchsreihe wur- 
de festgestellt, daR sich fiir die Fusion mit Ery- 
throzyten und die Inkorporierung von IHP in Ery- 
throzyten Vesikel eignen, die die oben beschrie- 
bene Zusammensetzung haben und die einen 
Durchmesser von 25 — 50 nm (250 — 500 A) auf- 
weisen. Die Wirksamkeit ist um so groRer, je 
groRer der Mengenanteil dieser Vesikel-Forma- 
tion in dem jeweiligen Praparat ist. Durch eine 
weitere Versuchsreihe wurde sodann ermittelt, 
daR sich diese gewunschte Durchmesservertei- 
lung erreichen laRt, wenn die Lipide bei einer in 
etwa konstanten Temperatur von 37 Grad Celsius 
mit einer schmalbandigen Schallfrequenz von 
20 kHz mit einer effektiven Schaltenergie von 3 
bis 6 W/cm 2 beschallt werden. 

Die oben beschriebene Lipid-Suspension wird 
unter Inertgas in das ReaktionsgefaR 3 (Fig. 1) 
eingefullt. Das ReaktionsgefaR wird durch das 
Rohr 13 mit Argon gespult. An den Sollwert- 
Einstellvorrichtungen 24 und 25 werden sodann 
die optimale Schallintensitat und die gewunsch- 
te Schallfrequenz eingestellt. Die beschriebene 
Regeleinrichtung sorgt dafur, daR die optimale 
Schallintensitat als effektive, auf die Reaktions- 
flussigkeit zur vollen Einwirkung kommende 
Schallintensitat wahrend der gesamten Behand- 
lungszeit eingehalten wird. Die Behandlung 
dauert 30 bis 60 Minuten. Wahrend dieser Zeit 
wird durch das Kuhlwasser die in dem Reakti- 
onsgefaR entwickelte Warme abgefuhrt und so 
die Temperatur konstant gehalten. 

Die auf diese Weise erhaltene Vesikel-Sus- 
pension wird nun mit roten Blutzellen bei 37 Grad 
Celsius 1 h inkubiert. Danach werden die roten 
Blutzellen in isotonischen Puffer pH 7,4 gewa- 
schen und die Hamoglobin-0 2 -Dissoziationskur- 
ve der modifizierten intakten Zellen gemessen. 
Der Erfolg der IHP-lnkorporierung wird als 
wRechtsverschiebunga der Hamoglobin-02- 
Dissoziationskurve erkannt. Der durch IHP- 
Bindung an Hamoglobin maximal erreichbare O2- 
Halbsattigungsdruck betragt bei 37 Grad Celsius 
und pH 7.4 23,5 mbar (95 mmHg). 

Der Erfolg der kontrollierten Ultraschall- 
Methode liegt vor allem darin, daR der maximale 
IHP-lnkorporierungseffekt mit Volumen-Verhalt- 
nissen RBC (Rote-Blutzellen): Vesikel oder mit 
Lipid-Konzentrationen erreicht wird, die nur 
noch 1 0% der Werte betragen, die bei der bisher 
ublichen unkontrollierten Ultraschallanwendung 
fiir eine erfolgreiche IHP-lnkorporierung einge- 
setzt werden muRten. Daraus resultiert ein'er- 
heblicher wirtschaftlicher Vorteil, da Lipide 
teuer sind und nicht wiederverwendet werden 
konnen. Dariiber hinaus sind mit der bisher ubli- 
chen Methode keine reproduzierbaren Ergebnis- 
se zu erzielen, die unbedingte Voraussetzung fur 
eine sichere Dosierung in derTherapie sind. 



Beispiel 2 

Bei Lipid-Vesikeln fiir therapeutische Zwecke 
besteht die Forderung nach absoluter Keimfrei- 

5 heit. Da eine Sterilisation der fertigen Vesikel- 
Suspension auf auRerste Schwierigkeiten stoRt, 
wird folgendes Verfahren angewandt: Die Aus- 
gangskomponenten entsprechend dem Bei- 
spiel 1 werden zunachst sterilisiert, und unter 

10 sterilen Kautelen in einen ebenfalls sterilisierten 
Beutel aus Polyathylen oder Weich-PVC-Folie 
von etwa 0,5 mm Wandstarke gefullt. Der Beutel 
wird steril dicht verschlossen und dann in dem 
UltraschallgefaR nach Fig. 2 der Uttraschallwir- 

15 kung ausgesetzt, wobei der Raum zwischen den 
GefaRwanden und dem Beutel mit Wasser aus- 
gefullt ist. Die Messung der Schallintensitat er- 
folgt in diesem Fall an der AuSenseite des Beu- 
tels. Unter sonst gleichen Bedingungen wie in 

20 Beispiel 1 beschrieben werden die gleichen Er- 
gebnisse erzielt, wenn die den Schwingungsge- 
bern zugefuhrte Leitung etwa um den Faktor 1,65 
erhoht wird. Dieser bei der vorgegebenen Ver- 
suchsanordnung anhand der Messungen experi- 

25 mentell ermittelte Faktor reprasentiert die durch 
die Einbringung des Beutels eintretenden Lei- 
stungsverluste. 

30 Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Lipid-Vesi- 
keln aus biologischen Membranen oder Lipid- 
Suspensionen, bei dem die zu desintegrierenden 

35 Lipid-Suspensionen oder Lipid-Partikel in einer 
Dispersionsflussigkeit innerhalb eines Behand- 
lungsgefaftes bei im wesentlichen konstanter 
Temperatur einer Ultraschallbehandlung unter- 
worfen werden, dadurch gekennzeichnet, daR 

40 die fiir den gewunschten Zweck wirksame Vesi- 
kelgroSe bzw. VesikelgrdRenverteilung, sowie 
die fiir die Erzielung dieser VesikelgrdGe bzw. 
dieser VesikelgroSenverteilung optimale Ultra- 
schall-Frequenz und -Intensitat in der Dispersi- 

45 onsflussigkeit ermittelt, und daR die so ermittel- 
te optimale Ultraschall-Frequenz und -Intensitat 
bei im ubrigen gleichen Behandlungsbedingun- 
gen dadurch konstant gehalten wird, daR wah- 
rend der Ultraschallbehandlung der Istwert der 

50 Frequenz und Intensitat des Ultraschallfeldes in 
dem Reaktionsmedium fortlaufend gemessen, 
und in Abhangigkeit von dem Istwert die Aus- 
gangsleistung und die Frequenz des den 
Schwingungsgeber speisenden elektrischen 

55 Generators geregelt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daR die Regelung des den Ultra- 
schallgeber speisenden Generators mit Hilfe ei- 
nes automatischen Regelkreises mit Sollwert- 

60 Istwert-Vergleich vorgenommen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daR zur Messung der Ultra- 
schall-lntensitat und -Frequenz ein in die Reakti- 
onsflussigkeit eintauchender piezoelektrischer 

65 Schallaufnehmer verwendet wird. 
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wJt Ver * ahren n ach Anspruch 3. dadurch ae 
aufnehmer am Boden des ReaktionsgefaSes so 

Men Empfind l.chke.t gegen den Ultraschallge- 

.n da! oh 0 t6 n St ' T^'*"* der Ultrascha.lgeber 
J? ' ttel des Med '"™ eintaucht 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der 
Anspr UC he 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet daS 
das Reakt.onsmedium sterilisiert und in einem 
Sten.-Beutel eingeschlossen, und der das ReaT 
tionsmed.um enthaltende Steril-Beufal l^erhib 

m", 9 VO " fur < hera P^tische Zwecke bes il e " 
"e adeZ Wirk p St ° ff wie 'no-ftolheMphoSfi 

8. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfah 
rens nach Anspruch 1, mit einem die ReaktionS' 
flus S ,gke,t aufnehmenden Behandl^SaS 

GeneTa'tor^r 8 : nem , V ° n ei " em ^^ln 
generator gespe.sten elektroakustischen Wand- 

Wander MS n ! 7 r a 8r " akustiscn °'«ktrischer 
vvdnaier (is, 37) angeordnet ist dessen A..« 

S^Tf'™' R69e,Un9 dSr UltrasSaSnten-" 
dient - Frequenz ^r Reaktionsflussigkeit 

net 9 durrh < ; htUn9 J ,aCh Ans P ruc " 8. gekennzeich- 
net durch einen den elektrischen Generator 12V 

43) ansteuernden Regelverstarker (2V 39) mft 
Sollwert-lstwert-Vergleich. ' 

10 Vorrichtung nach Anspruch 8 und q Ha 
durch gekennzeichnet. daS der aku«Sh . ?" 
tr sche Wandler Mfl- i7i * • akust 'sch-elek- 
p«k,« wvanaier U», 37) aus einer am Ende eine<! 

2e' . h an 9eordneten Piezo-Scheibe besteht 
d e m,t ,hrer gegen Schalldruck empfindlichsten 
Rjchtung gegen den Schwingungsgeber geS 

U.trascha,,gebers und^ da^e^T^neS 5 
menden Behandlungsgefa6es (3; 30) sTgewahk 
smd. da6 die durch Reflexion ierurSch^ 
dung von U.trascha.lwel.en mi, einer von Sir 
Sollfrequenz abweichenden Frequenz und/od«r 
ZJZ T° b % den Primiren Ukrascha?.we, d e n 

12^ Vorrichtung nach Anspruch 8 bis 11 da 
«a£ 9 3 e 0 kennzeichnet - da * das Behandlung'sge- 
te D?nn.i > V -°" eine : Kuhlflussigkeit durchstrom- 
te uoppelwande aufweist. 

13 u Vorrichtung nach Anspruch 8 bis 12 da 

durch gekennzeichnet daS das R«h»„rfi 

fi»R /n ~~ ' _ ■ aas oenandlungsae- 

*aS (3) gegen die Auftenatmosphare abgeschlos- 65 
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enSJo d ,m 5 asrau / m ° berha,b des beschall 
ten neaktionsmediums (1) aufweist. 

Claims 

bio\'oSioar m-l? Preparin 9 ,j P id vesicles from 
which the iS T braneS ° r ' ipid s "spensions. in 
be des nteS * USpeni T ons °' "Pid particles to 
dispersion E 6 ultra *>nically treated in a 
substeSiw ? 3 treatment container at a 

Jed n thf ' y hft C ° nStant tem P^ature. character- 

of "he tid ves c" s e ?ffe^ distributio " 
vesjcies, effective for the dp«;irf»H 

IndSS,;? d thC L° PtimUm "'trasonirfrequency 
oSfa n th V J n thS dis P e ^'on fluid required f o? 
Son a e 9 d. ' " r ! spective, V thi « size distribu- 
mined nn? mm , ed ' 3nd that tne thus deter- 
sT with The" l traS ° niC fre ^«ncy and inten- 
maVnt^nl J ° ther consta "t conditions, are 

in J 32 uftnSJ'T in SUCh 3 manner that dur " 
freVu?n~ .T C treatm °nt the actuel value of 

^^^ntS?^ ° f U ' ,raSOniC fie,d 

Inn I m ed.um .s continuously measured 

and the output power and the frequency of the 

te^a e^nToUe^- SU H PP ' yin9 the SOUnd 
value of ? dependenc e upon the actuel 

sonic fiLd freqUenCV 3nd intensi ^ of the ultra- 

feed" fn Th^con? def !" ed C,aim »• char.ct.r- 
the ., tr«.« • ° ° f the 9 e "e^tor supplying 
^ " ,c transmitter is realised by means of 
an automatic control circuit including an actuel 
value -nom.nal value comparator. 

t.*iT!h°l M defined in c,aim 1 or 2 - chara « : - 

dipped in til 3 p,ezoe,ec t"'c sound receiver 
clipped in the reaction medium is used for mea 

TS m et U h traSOni , C ' ntenSity and ^equency 

l»d fn That ?h Vn def, '? d C ' aim 3 • ch.r. V ct.r- 
'«a in that the piezoelectric sound receiver i«5 

c a of tne reaction medium 

claim? i m t^° d H aS defined in a or ot he 

med?.?m ?' Characteri «d in that the reaction 
medium „ treated under on inert gas atmos 

claLi Tto R° d K S defined in on or m °"> of the 
claims 1 to 5. characterized in that the reaction 

rTac and'?h S l e K iSed 3nd enc,osed «n ™£SI 
medium in. h Steri ' 9 ba 9 with 'he reaction 

tor:t;rnic , ;,-:; e d ated within a f,uid - p °- d 

Sne7SH-~ 
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supplied transmitter for producing an ultrasonic 
field in the reaction medium, characterized .n 
hat as a sound receiver an acustic-electr.c trans- 
ducer (18 37) is arranged within the treatment 
!.,i„nr'l3 30) the output signal of said trans- 
r " baiig usld for controlling the ultrasonic 
fntensity and frequency in the react.on fluid. 

9 An apparatus as defined in claim 8, charac- 
terized by an control-amplifier (21; 39) including 
nominal value - actuel value comparator, the 
amplifier (21; 39) being connected with the elec- 
tric generator (23; 43). 

10. An apparatur as defined in claim 8 and 9, 
characterized in that the acustic-electric trans- 
ducer (18; 37) is composed of a piezoelectric disk 
arranged at the end of a tube so that its most 
sound-sensitive direction faces against the 
sound generating means. 

11. Apparatus as defined in claim 8 to 10, char- 
acterized in that the ultrasound generating 
means and the treatment container (3; 30) includ- 
ing the medium have geometries which are se- 
lected so as to avoid a reflection-caused forma- 
tion of ultrasonic waves in the medium with a 
frequency deviating from the nominal frequency 
and/or with a phase which is offset relative to 
the phase of the primary ultrasonic waves in the 
medium. 

1 2. Apparatus as defined in claim 8 to 1 1 , char- 
acterized in that the treatment container (3; 30) 
has double walls with hollow spaces therein 
through which runs a cooling medium. 

13. Apparatus as defined in claim 8 to 12, char- 
acterized in that the treatment container (3) is 
closed from the outer atmosphere and com- 
prises inlet means (13) for supplying an inert gas 
into the gas-filled space above the reaction me- 
dium. 



Revendications 

1. Procede pour preparer de vesicules lipidi- 
ques a partir de membranes biologiques ou de 
suspensions lipidiques, dans lequel les suspen- 
sions ou particules lipidiques a desintegrer sont 
soumises a un traitement aux ultra-sons dans un 
liquid de dispersion a I'interieure d'un recipient 
a une temperatur essentiellement constante, ca- 
racterise en ce qu'on determine, dans le liquide 
de dispersion, la frequence et I'intensite opti- 
males d'ultra-son pour obtenir la dimension res- 
pectivement la repartition des dimensions des 
vesicules effectives pour le but souhaite, et 
qu'on maintient constantes la frequence et I'in- 
tensite d'ultra-son optimales ainsi trouvees, les 
autres conditions de traitement etant les memes, 
en mesurant continuellement la valeur effective 
de la frequence et de I'intensite du champ ultra- 
sonic dans le milieu de reaction, et en reglant la 
puissance de sortie et la frequence du genera- 
tour electrique alimentant le generateur des ul- 
tra-sons en dependance de ladite valeur effec- 
tive. 

2. Procede selon revendication 1, caracterise 



en ce qu'on regie generateur alimentant le gene- 
rateur d'ultra-sons a I'aide d'un circuit de re- 
glage automatique a comparaison valeur de 
consigne — valeur effective. 
5 3. Procede selon revendication 1 ou 2, caracte- 
rise en ce qu'on utilise un capteur ptezoelectri- 
que de son plonge dans le liquide de reaction, 
pour mesurer I'intensite et la frequence des ul- 
tra-sons. 

10 4. Procede selon revendication 3, caracterise 

en ce que le capteur piezoelectrique de son est 
place au sol du recipient de reaction de telle 
maniere que la direction de sa senstbilite la plus 
elevee est dirigee vers le generateur des ultra- 

15 son, ce dernier etant plonge dans le tiers super- 
ieur du milieu. 

5. Procede selon une ou plusieures des reven- 
dications 1 a 4, caracterise en ce que le milieu de 
reaction est traite dans une atmosphere de gaz 

20 inerte. 

6. Procede selon une ou plusieures des reven- 
dications 1 a 5, caracterise en ce que le milieu de 
reaction est sterilise et enferme dans un sac ste- 
rile, et que le sac sterile contenant le milieu de 

25 reaction est traite a I'interieure d'un liquide ex- 
pose au champ des ultra-sons. 

7. Application du procede selon une ou plu- 
sieures des revendications 1 a 6 pour preparer 
des vesicules lipidiques destinees aux buts the- 

30 rapeutiques, chargees d'un medicament comme 
inositolhexaphosphat et susceptibles a la fusion 
avec de globules rouges du sang. 

8. Dispositif pour la mise en oeuvre du pro- 
cede selon revendication 1, comprenant un reci- 

35 pient pour le liquide de reaction et au moins un 
transducteur electroacoustique alimente par un 
generateur electrique, pour creer un champ des 
ultra-sons dans le milieu de reaction, caracte- 
rise en ce qu'un capteur acoustique-electrique 

40 (18; 37) est dispose a I'interieure du recipient de 
reaction (3; 30), le signal de sortie dudit capteur 
(18; 37) servant de regler I'intensite et fa fre- 
quence des ultra-sons dans le liquide de reac- 
tion. 

45 9. Dispositif selon revendication 8, caracte- 
rise par un amplificateur de reglage (21; 39) a 
comparaison valeur de consigne — valeur effec- 
tive, I'amplificateur de reglage etant lie au gene- 
rateur electrique (23; 43). 

50 10. Dispositif selon revendication 8 et 9, carac- 

terise en ce que le capteur acoustique-electrique 
(18; 37) consiste en une piezo-disque disposee a 
I'extremite d'un tube, la direction la plus sensible 
a la pression des sons etant dirigee vers le gene- 

55 rateur des vibrations. 

1 1 . Dispositif selon revendication 8 a 10, carac- 
terise en ce que la geometrie du generateur des 
ultra-sons ainsi que la geometrie du recipient de 
traitement (3; 30) contenant le milieu sont choi- 

60 sies de telle sorte que la formation, a la suite de 
reflexions, d'ondes ultrasoniques ayant une fre- 
quence differente de la frequence de consigne 
et/ou une phase deviee vis-a-vis de la phase des 
ondes ultrasoniques primaires, soit evitee dans 

65 le milieu expose aux ultra-sons. 
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teris6 an?- 8 ™ ?'°r reve "<*''cation 8 a 1 1. carac- 
Prestfte i! "h to de Werner* (3; 30) 

13 Dispositif selon revendication 8 a 12 carac- 

e ml ^ C ! q V 6 ? r6cipient de traitement ?3) est 
ferme vis-a-v.s de ('atmosphere exterieure et 
presente une conduite (13) destinee a Senta 
t.on de S az inerte a fepace de gaz au dessus 2, 
m,l,eu de reaction (1, expose aoJu^a sons 
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